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(57) Abstract 

The invention relates to a pharmaceutical agent based on a combination of antiestrogen, alkyl phospholipid and phospholipids, and 
to the production and use thereof. The invention can be used in fields of medicine and in the pharmaceutical industry. The invention 
is characterized by the combination of alkyl phospholipid, said alkyl phospholipid being effective in an antineoplastic manner, and of an 
antiestrogen in a lipid vesicle. A preferred example is octadecyl-(N,N-dimethylpiperidin&-4-yl)-phosphate (OPP), and tamoxifen (Tarn) 
in phosphocholine (PC) vesicles. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Mittel auf der Basis einer Kombination von Antiostrogen, Alkylphospholipid und 
Phospholipiden, seine Herstellung und Verwendung. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 
Wesentliches Merkmal der Erfindung ist die Kombination von antineoplastisch wirksamen Alkylphospholipid und einem Antiostrogen 
in einem Lipidvesikel. Ein bevorzugtes Beispiel ist Octadecyl-(N,N-dimethylpiperidin-4-yl>-phosphat (OPP), Tamoxifen (Tarn) in 
Phosphocholin (PC)-Vesikeln. 
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MOTEL ZUR TUMORTHERAPIE AUF LIPOSOMENBASIS DIE TAMOXIFEN ENTHALTEN 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifift ein pharmazeutisches Mittel auf der Basis einer ^Combination von 
Antiostrogen, Alkylphospholipid und Phospholipiden, seine Herstellung und Verwendung. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 
In der medikamentosen Tumortherapie ist vielfach durch das Auftreten von Resistenz gegen 
das Pharmakon und durch toxische Nebenwirkungen eine optimale Behandlung behindert. 
Ein Teil dieser unerwunschten Effekte laBt sich durch Verkapseln der Medikamente in 
Liposomen aufheben, bzw. mindern (D. D. Lasic und D. Papahadjopoulos, Medical 
Applictions of Liposomes, Elsevier, 1998). Liposomale Anthrazykline haben das Stadium der 
erweiterten klinischen Anwendung erreicht. Besondere Vorteile ergeben sich, wenn zur 
Liposomenbildung Phospholipide mit inharenter Antitumorwirkung benutzt werden, z.B. 
Alkylphospholipide (Arndt et al. Drugs of Today 1998, 34, 83-96). 

Alkylphospholipide sind neuartige Verbindungen, deren Wirkung gegen das Tumorwachs- 
turn durch Effekte auf die Zellmembran zustande kommt (Alkylphosphocholines: An update, 
Drugs of Today, Vol. 34, Suppl. F, 1998). Unter bestimmten Bedingungen ergeben Alkyl- 
phospholipide supramolekulare Strukturen, u.a. Liposomen, mit gunstigeren Eigenschaften 
im Vergleich zur monomeren, bzw. micellaren Verbindung (DE 41 32 345 Al, DE 44 08 01 1 
CI). In diese Liposomen mit inharenter Antitumorwirkung konnen weitere Substanzen mit 
antineoplastischer Aktivitat eingeschlossen werden (Arndt et al., Breast Cancer Res. Treatm. 
43 (1997) 237-246, DE 44 08 01 1 CI). 

Mammakarzinome, der haufigste Tumor der Frau, lassen sich in ca. 75% der Falle durch 
endokrine MaBnahmen beeinflussen. Dabei hat insbesondere die kompetitive 
Hormontherapie mittels Tamoxifen Bedeutung, bei der am Rezeptor die endogenen Hormone 
antagomsieit werden: Die nebenwirkungsarme Tamoxifen-Behandlung>wird jedoch* durch die- 
Entwicklung von Resistenz gegen das Pharmakon eingeschrankt. Ursachen der Resistenz 
sind u.a. Veranderungen am Ligand und dessen Bindung an den Ostrogenrezeptor (ER), 
Verlust oder Veranderung des EK Veranderungen von Transkriptionsfaktoren oder des ER- 
assoziierten Proteins oder die Blockierung durch Antiostrogen-Bindungsproteine 
(Katzenellenbogen et al., Breast Cancer Res. Treat. 44 (1997) 23-38; Osborne, New Engl. J. 
Med. 339 (1998) 1609-18; US005904930A). 

Ziel der Erfindung ist die Schaffung einer Arzneimittelzusammensetzung auf der Basis von 
Antiostrogen, Alkylphospholipid und Phospholipiden, das in Antiostrogen-resistenten 
Tumoren wirksam ist, bzw. die Resistenzentwicklung minimiert oder verhindert. 
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Die Erfindung wird durch den Hauptanspruch charakterisiert, die Unteranspriiche sind 
Vorzugsvariaten. 

Wesentliches Merkmal der Erfindung ist die Kombination von antineoplastisch wirksamen 
Alkylphospholipid und einem Antiostrogen in einem Lipidvesikel. Ein bevorzugtes Beispiel 
ist Octadecyl-(N,N-dimethylpiperidin-4-yl>phosphat (OPP), Tamoxifen (Tarn) in 
Phosphocholin (PC)-Vesikeln. 

Im einzelnen ist das erfindungsgemaBe Mittel durch folgende Zusammensetzung 
charakterisiert: 

- ein Alkylphospholipid (mit antineoplastischer Wirksamkeit) 

- ein wasser- oder lipidldsliches Antiostrogen mit antineoplastischer Wirksamkeit 

- ein antineoplastisch inertes Phospholipid 

- ggf Cholesterol oder ein anderes geeignetes Sterol 

- ggf ein Lipid mit positiver oder negativer Oberflachenladung 

- ggf. ein polyethylenglycolmodifiziertes Lipid (PEG-Lipid) 

- ggf weitere WirkstofFe und pharmazeutisch ubliche Trager- und HilfsstofFe. 

Als Phospholipid-Analoga werden Alkylphospholipide mit Antitumorwirkung der 
allgemeinen Struktur I eingesetzt. 

Struktur I : R-Y-P-X 

In dieser Forme! bedeuten 

R: einen Alkyl-, Alkenyl-, oder Alkinylrest mit 12 bis 22 C-Atomen 
Y: Sauerstofl^ Schwefel oder CH 2 
P: Phosphatgruppe (P0 2 ) 

X: einen Cholin- oder modifizierten Cholinrest, oder Serin-, 
Ethanolamin-, Glycerin-gruppen, oder synthetische 
Modifikationen dieser Gruppen wie die Piperidin-4-yl-Gmppe 

Bevorzugte Verbindungen sind Hexadecylphosphocholin, Octadecylphosphocholin, Erucyl- 
phosphocholin, Octadecyl-[2-(N-methylpiperidinio)ethyl]-phosphat, Octadecylphospho- 
ethanolamin und Hexadecylphosphoserin. 

Das mit den Phospholipid-Analogen assoziierte wasser- oder lipidlosliche Antiostrogen wird 
durch Tamoxifen, Droloxifene, Toremifene, Idoxifene, Raloxifene, Miproxifene-Phospat 
(TAT-59), ICI 1643,384, ICI 182,780 und die Hauptmetabolite des Tamoxifens, 4- 
Hydroxytamoxifen und N-Desmethyltamoxifen, reprasentiert. 
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Phospholipide ohne eigenen antineoplastischen Effekt sind Lipide aus natiirlichen Quellen 
Oder synthetischer Herkunft wie sie ublicherweise zur Liposomenherstellung verwendet 
werden, z.B. Phosphatidylcholine 

Als PEG-Lipid wird bevorzugt polyethylenglycolmodifiziertes Phosphatidylethanolamin im 
Molekulargewichtsbereich von 1000 - 6000 Dalton eingesetzt Es eignen sich unter anderem 
l,2-Distearoyl-s,n-glycero-3-phosphoethanolamin-N-polyethylenglycol, MG-2700; 
(PEG2000DSPE) und 1 ,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N- 

polyethylenglycol, MG-5750 (PEG5000DPPE). Vorteilhaft ist auch der Einsatz von 
Verbindungen, die gleichzeitig PEG-Lipid und antineoplastisch wirksames Phospholipid- 
Analoges sind, wie Hexadecylphosphoethanolamin-N-polyethylenglycol. 
Die liposomale Form besteht bevorzugt aus einschichtigen oder mehrschichtigen Vesikeln 
oder die Liposomen liegen als "reverse evaporation vesicles" vor. 

Die resistenzubenvindende Wirkung des erfindungsgemaBen Mittels laBt sich in vitro und in 
vivo belegen. 

Das erfindungsgemaCe Mittel zur Tumortherapie ist pharmazeutisch stabil, physiologisch 
hervorragend vertraglich und insbesondere zur intravenosen Applikation geeignet. 
Unerwunschter Metabolismus der Antiostrogene wird vermieden, bzw. vermindert, es wird 
eine verbesserte Resorption und Verteilung des Pharmakons erreicht. In Wasser 
schwerlosliche Antiostrogene sind in liposomaler Form gut applizierbar. 
Das Mittel ist deshalb fur eine Anwendung in der Tumortherapie hervorragend geeignet. 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erlautert: 
Bei spiel 1 : 

4,62 mg Octadecyl-(l,l-dimethyl-piperidino-4-yl)-phosphat (OPP; 10 pmol), 0,387 mg Z-4- 
Hydroxy-Tamoxifen (HO-Tam, 1 nmol), 1,55 mg Cholesterol (4 nmol), und 1,1 mg 
Dicetylphosphat (DCP; 2 nmol) werden in 25 ml Chloroform/Methanol (7/3; v/v) vollstandig 
s$lost, und dann das Losungsmittel am Rotationsverdampfer vollstandig abgedampft. Der 
erhaltene, fein verteilte Lipidfilm wird mit 1 ml phosphatgepufferter Kochsalslosung (PBS, 
pH 7,4) resuspendiert, nach Zugabe von einigen Glasperlen mindestens 3 Stunden bei 
Raumtemperatur auf der Schuttelmaschine intensiv bewegt. Die erhaltene Suspension aus 
multischichtigen Vesikel (MLV) wird dann duch Polykarbonatfilter, Porendurchmesser 100 
nm mit einem LiposoFast Basis-System (Avestin, Inc. Ottawa, Canada) mehrfach extrudiert, 
bis Vesikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser urn 100 nm mit einer unimodaler 
GroBenverteilung und einem Polydispersitatsindex kleiner 0,2 (Dynamische 
Lichtstreuungsmessung, DLS) erhalten werden. 

Der Gehalt an OPP, HO-Tam, CH und DCP wird mittels HPTLC kontrolliert. Es werden 
etwa 85 % der Ausgangsmenge erhalten. Die Liposomen sind in der Zusammensetzung 
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gegenuber der Ausgangszusammensetzung (Abweichung < 5%) unverandert Diese HO- 
Tam-Liposomen werden vorzugsugsweise fur in vitro-Untersuchungen eingesetzt. 

Beispiel 2: 

36 mg OPP, 72 mg Tamoxifen-Citrat (Tarn), 144 mg Phosphatidylcholin (PC) und 8,5 mg 
DCP werden in 100 ml Chloroform/Methanol (7/3; v/v) vollstandig gelost, und dann das 
Losungsmittel am Rotationsverdampfer vollstandig abgedampft. Der erhaltene, fein verteilte 
Lipidfilm wird mit 12 ml Zitronensaure/Phosphat-Puffer (pH 6.08) resuspendiert, nach 
Zugabe von einigen Glasperlen mindestens 3 Stunden bei Raumtemperatur auf der 
Schuttelmaschine intensiv bewegt. Es wird eine MLV-Suspension erhalten; die heterogen in 
ihrer GroBenzusammensetzung ist mit Vesikeldurchmesser zwischen 100 und 5000 nm. 
Diese Tam-Liposomen werden vorzugsugsweise fur in vitro-Untersuchungen und als 
Ausgangsliposomen fur Vesikel definierter GroBe eingesetzt. 

Beispiel 3 

36 mg OPP, 72 mg Tamoxifen-Citrat (Tarn), 144 mg Phosphatidylcholin (PC) und 8,5 mg 
DCP und zusatzlich 9,7 mg N-(0-methyl-polyethylengIycyl)-l,2-distearyl-s,n-glycero-3- 
phosphoethanolamin (PEG 2 oooDSPE) werden in 100 ml Chloroform/Methanol (7/3; v/v) 
vollstandig gelost, und dann das Losungsmittel am Rotationsverdampfer vollstandig 
abgedampft. Der erhaltene, fein verteilte Lipidfilm wird mit 12 ml Zitronensaure/Phosphat- 
Puffer (pH 6.08) resuspendiert, nach Zugabe von einigen Glasperlen mindestens 3 Stunden 
bei Raumtemperatur auf der Schuttelmaschine intensiv bewegt. Es wird eine MLV- 
Suspension erhalten; die heterogen in ihrer GroBenzusammensetzung ist mit 
Vesikeldurchmesser zwischen 100 und 5000 nm. Diese Tam-Liposomen werden 
vorzugsugsweise fur in vitro-Untersuchungen und als Ausgangsliposomen fur Vesikel 
definierter Zusammnesetzung eingesetzt. 

Beispiel 4: 

Tam-MLV aus Beispiel 2 werden duch Polykarbonatfilter, Porendurchmesser 200 nm mit 
einem LiposoFast Basis-System (Avestin, Inc. Ottawa, Canada) mehrfach extrudiert, bis eine 
unimodale GroBenverteilung urn 180 nm mit einem Polydispersitatsindex kleiner 0,35 
(Dynamische Lichtstreuungsmessung, DLS) erhalten wird. 

Der Gehalt an OPP, Tarn, CH und DCP wird mittels HPTLC kontrolliert Es wird eine 
Liposomensuspension erhalten, die etwa 75 % an eingesetztem Tarn und 98 % an OPP 
enthalt. Dariiber hinaus sind die Liposomen in der Zusammensetzung gegenuber der 
Ausgangszusammensetzung (Abweichung < 5%) unverandert. Die Tam-Liposomen werden 
vorzugsugsweise fur in vivo Untersuchungen eingesetzt. 



BNSDOCID: <WO 0033917A1_L> 



WO 00/33917 



5 



PCT/DE99/03952 



Beispiel 5: 

Peg-Tam-MLV aus Beispiel 3 werden duch Polykarbonat filter, Porendurchmesser 200 nm 
mit einem LiposoFast Basis-System (Avestin, Inc. Ottawa, Canada) mehrfach extrudiert, bis 
eine unimodale GroBenverteilung urn 185 nm mit einem Polydispersitatsindex kleiner 0,33 
(Dynamische Lichtstreuungsmessung, DLS) erhalten wird. 

Der Gehalt an OPP, Tarn, DCP und Peg 2 oooDSPEwird mittels HPTLC kontrolliert Es wird 
eine Liposomensuspension erhalten, die etwa 75 % an eingesetztem Tarn und 98 % an OPP 
enthalt. Dariiber hinaus sind die Liposomen in der Zusammensetzung gegeniiber der 
Ausgangszusammensetzung (Abweichung < 5%) unverandert. Die Peg-Tani-Liposomen 
werden vorzugsugsweise fur in vivo Untersuchungen eingesetzt. 

Beispiel 6: 

HO-Tam-Liposomen aus Beispiel 1 werden mit RPMI -Medium mit 1 0% fbtales Kalberserum 
(ohne Indikatorzusatz , mit Adriamycin/Streptomycin), so verdiinnt, daB eine Konzentration 
von 200 nmol/ml an OPP eingestellt ist, die dann weiter seriell verdiinnt wird bis zu 0,78 
nmol/ml. Die Konzentration an WirkstoffHO-Tam betragt dann entsprechend 20 nmol/ml bis 
0,08 nmol/ml. 

Die Brustkrebszellen MCF7, die sensitiv gegeniiber Tamoxifen, sind und MCF7-R, die 
gegeniiber dem Antiostrogen resistent sind, werden in Mikrotiterplatten zu 2xl0 4 Zellen/well 
eingesat und am darauffolgenden Tag mit HO-Tam-Liposomen, Kontrollliposomen der 
Zusammensetzung wie die HO-Tam-Liposomen, jedoch ohne HO-Tam, HO-Tam, gelost in 
DMSO und DMSO in gleicher Menge, wie zum Losen des HO-Tam benotigt wird, fur 3 
Tage inkubiert. Danach werden die Uberstande abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen, 
und dann die Zellwachstumshemmung mit dem MTT-Assay bestimmt. Dazu werden die 
Zellen mit 200 nl MTT-Losung (4,6-Dimethylthiozol-2-yl-2,5-diphenyl«tetrazolium; 0,5 
mg/ml) bei 37°C fur 4 Stunden inkubiert, 170 \il des Uberstandes vorsichtig abgehoben und 
die ausgefallenen Formasankristalle mit einer 70% Isopropanol-Losung durch intensives 
Pipettieren und Schutteln vollstandig Jn Losung gg^racht, AnschlieBend werden die 
Mikrotiterplatten photospektroskopisch bei 540 nm vermessen und die Wachstumshemmung 
im Vergleich zum Wachstum unbehandelter Zellen berechnet. Man erhalt eine 
Wachstumshemmung, die im Bild 1 wiedergegeben ist. 

Beispiel 7: 

Fur die in vivo-Testung werden Tam-Liposomen nach Beispiel 4 eingesetzt. Als 
Tumormodell wird der Brustkrebs 3366/Tam auf weibliche NMRI-Nude-Mausen 
transplantiert und die Behandlung begonnen, wenn der Tumor fiihlbar ist. Die Tiere erhalten 
2 x wochentlich eine Dosis Liposomen mit 50 mg/kg Tarn (und entsprechend 25 mg/kg OPP) 
uber 4 Wochen. Als Kontrollen werden Liposomen verabreicht, die kein Tarn enthalten, und 
auBerdem noch eine Gruppe mit freiem Tarn behandelt. Das Tumorwachstum im Verhaltnis 
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zur Kontrollgruppe (Physiologische Kochsalzlosung) wird bestimmt und als T/C Wert 
prozentual in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1 : Therapeutische Wirksamkeit von Tamoxifen-Liposomen gegenuber dem 
resistenten Brustkrebstumor 3366/Tam 



Gruppe 


Substanz 


Dosis Tam/Lipid 


Korpergewichts- 
veranderung 


T/C 


mg/kg/Injektion 


% (Tag 29/51) 


% 


A 


Losungsmittel 




3 




B 


Tamoxifen 


50/0 


-5 


91 


C 


Tamoxifen-Liposomen 


50/25 


-5 


63* 


D 


Kontroll-Liposomen 


0/25 


-4 


88 



* Signifikant verschieden zu Tamoxifen und zur Losungsmittelkontrolle (p< 0,05) 
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Patentanspriiche 



1 . Mittel zur Tumortherapie auf Liposomenbasis enthaltend: 

- ein Alkylphospholipid mit antineoplastischer Wirksamkeit 

- ein oder mehrere wasser- oder lipidlosliche Antiostrogene mit antineoplastischem 
EfFekt, das oder die mit dem Alkylphospholipid in liposomaler Form assoziiert ist 
(sind). 

- ein Phospholipid ohne antineoplastische Wirksamkeit 

- ggf. Cholesterol oder ein anderes geeignetes Sterol. 

- ggf. ein Lipid mit positiver oder negativer Ladung 

- ggf. ein polyethylenglycolmodifiziertes Lipid (PEG-Lipid) 

- pharmazeutisch ubliche Trager- und ZusatzstofFe. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Alkylphospholipid 
Verbindungen der allgemeinen Stniktur I eingesetzt werden, 

Strukturl: R-Y-P-X 

wobei bedeuten: 

R: einen AlkyK Alkenyl-, oder Alkinylrest mit 12 bis 22 C-Atomen 
Y: SauerstofF, Schwefel oder CH 2 
P: Phosphat (P0 2 ) 

X: einen Cholin- oder modifizierten Cholinrest, oder Serin-, Ethanolamin-, 
Glycerin-gruppen, oder synthetische Modifikationen dieser Gruppen wie die 
Piperidin-4-yl-Gruppe. 

3. Mittel nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB bevorzugt 
Hexadecylphosphocholin, Octadecylphosphocholih, Ehicyljphosphocholih; Octadecyl-I2- 
(N-methylpiperidino)ethyl]phosphat, Octadecylphosphoethanolamin und Hexadecyl- 
phosphoserin verwendet werden. 

4. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als weitere antineoplastisch 
wirksame Substanzen, die mit dem Alkylphospholipid in liposomaler Form assoziiert 
sind, Antiostrogene wie Tamoxifen, Droloxifen, Toremifene, Idoxifene, Raloxifene, 
Miproxifene-Phospat (TAT-59), ICI 164,3384, ICI 182,780 und die Hauptmetabolite des 
Tamoxifens, 4-Hydroxytamoxifen, N-Desmethyltamoxifen einschlieBlich neuer, bisher 
noch nicht bechriebener Antiostrogene verwendet werden. 
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5. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein antineoplastisch inertes Lipid 
naturlichen oder synthetischen Ursprungs als Basislipid fiir die Membranbildung 
eingesetzt wird wie Phosphocholin, -serin, -ethanolamin, -glycerol oder andere ahnliche 
Lipide, wobei das Verhaltnis Lipid zum Antiostrogen 0-10:1 (m/m) betragt. 

6. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Cholesterol oder ein anderes 
geeignetes Sterol wie Sitosterol enthalten ist und das Sterol zum Alkylphospholipid im 
MolverhaltnisO-1 : 1 steht. 

7. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein polyethylen- 
glycolmodifiziertes Lipid (PEG-Lipid), vorzugsweise N-(O-methoxy-polyethylenglycyl)- 
l,2-distearyl-s,n-glycero-3-phosphoethanolamin (PEG2000-DSPE), zugesetzt wird. 

8. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es als erste antineoplastisch 
wirksame Substanz OPP und als weitere antineoplastisch wirksame Substanz Tamoxifen 
enthalt und ggf. ein weiteres inertes Phospholipid zugesetzt wird. 
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Bild 1 : Zytotoxischer Eflekt von Tamoxifen-Liposomen auf Brustkrebszeilen 




1 x ]0 5 Zellen/ml wurden mit den entsprechende Liposomen (L), HO-TAM/DMSO bzw. mit 
DMSO fur 3 Tage inkubiert. Die lebenden Zellen wurden mit dem MTT-Assay bestimmt. 
Angegeben ist die Konzentration an Wirkstoff, die notwendig ist urn das Zellwachstum zu 50 
% zu hemmen (IC50). 

*: Signifikant verschieden zu HOTAM; + : signifikant verschieden zu MCF7(R-). 
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